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Résumé . -Les  larves d’une nouvelle espèce d’insecte défo- 
liateur, Turiiaca rufisquaniata (Lépidoptère Notodontidae), sont ap- 
parues en pullulation sur la plantation de palmiers à huile Aghien à 
La Mé (Côte-d’Ivoire). Le déclenchement d’une épizootie nous a 
permis de mettre en Cvidence un entomovirus particulièrement pa- 
thogène. Ce virus se caractérise par sa forme icosaédrique e t  son dia- 
mètre d e  30 nm. Le spectre photométrique d’une suspension virale 
purifiée montre un rapport des densités optiques à 260 et 280 nm de 
1,83. L’étude électrophorétique de sa composition polypeptidique 
fait apparaître 3 protéines majeures, P V I ,  PV2 e t  PV3, et une mi- 
neure, PV4, dont les poids moléculaires sont respectivement de 
41000, 33000, 30000 et 12000. Le génome viral est constitué d’un 
fragment d’ARN dont le poids moléculaire est estimé à 9.4 Kb. Les 
propriétés physico-chimiques de ce virus l’apparentent i la famille 
des Picornaviridae. A partir d’anticorps produits sur lapin, des tests 
d’immunodiffusion montrent que ce virus est distinct des autres Pi- 
cornavirus d’insectes 
Summary. - Tlie larvae of a I ~ C W  species of leaf-eating in- 
sect, Turnaca ru f isquamata (Lepidoptera Notodoiitidae) appra- 
red iii ali outbreak at the Aghien oil palm plaiitatiori at La M é  
(Côte-d’lvaire). Tlie triggering of an epizootic led to the disco- 
wry of a particularly pathogeiiic eiitoiiiovirus. This virus is of 
icosahedral shape with a diameter of 30 lini. The UV spectrum 
of a purified viral suspension showed an optical density ratio of 
1.83 at 260 arid 280 iim. An electropkoretic study of itspolypep- 
tide coniposition revealed 3 major proteiiis, V P l ,  VP2 and VP3, 
along with a minor one, VP4, whose niolecu1h.r weights are 
41,000,33.000,30.000 and 12.000 KDa, respectively. The viral 
geiionie is ali RNA molecule with a molecular weight estimated 
at 9.4 Kb. By its pliysico-chemical properties this virus is rela- 
ted to the nienibers of the Picoriiaviridar family. Ininiuiiodiffu- 
sioii tests using antibodies raised in rabbits shonvd that this 
virus is distinct poni the other insect Picoriiaviruses. 
Mots clés . - Turiiaca rufisquaniata, Notodontidae, Lépido- 
ptère, virus à ARN, Picornaviridae, palmier à huile, lutte biologique. 
Key wards. -Turnaca rufisquamata, Notodoiiridae, Lepidopte- 
ru, RNA virus, Picoriiaviridar, oil pa lin, Biological control. 
INTRODUCTION 
Après Coelaenomeiiodera Minuta (Col. Hispinae), les Lé- 
pidoptères défoliateurs représentent les insectes ravageurs 
les plus importants pour le palmier à huile en Côte-d’Ivoire. 
Dans le cadre de  la lutte biologique utilisant les virus ento- 
mopathogènes contre les ravageurs du palmier à huile plu- 
sieurs agents ont été isolés, en particulier dans la famille des 
Limacodidae (Desmier de Chenon et al., 1988, Entwistle, 
1987, Fédière et al., 1986,1990, Genty et Mariau, 1975, Gin- 
ting et Desmier de Chenon, 1987, Kouassi et al .,1991). 
Contrairement aux Limacodidae dont les larves sont les plus 
fréquemment observées sur cet oléagineux, les Notodonti- 
dae apparaissent sporadiquement. La seule espèce déjà ob- 
servée en pullulation est Leptonatada sjöstedti sur la 
plantation d’Eloka à Bingerville en 1979 (Mariau et 
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a1.,1981). Une seconde espèce, Arciera grisea, se rencontre 
sur palmier à huile mais toujours en tres faible nombre. 
Aucun virus n’a été signalé chez les Notodontidae défo- 
liateurs des palmacées ; seul un virus a été décrit en CÔte- 
d’Ivoire chez Epicerura pergrisea, ravageur du framiré 
En octobre 1984, sur la plantation privée Aghien à L a  Mé, 
une très forte infestation de larves d’une nouvelle espèce de 
Lépidoptbre Notodontidae défoliateur du palmier a eu lieu. 
Ce défoliateur fut ensuite totalement éliminé de la plantation 
par Philippe (1986) qui utilisa des insecticides chimiques 
(Décis et Evisect). 
Au cours de cette infestation, une épizootie naturelle se 
déclara dans une parcelle et des larves malades et mortes furent 
collectées pour la recherche et l’étude de l’agent pathogène. 
(Fédière et a1.,1987). . . 
MATERIEL ET METHODES 
Méthode d’infection 
Les larves de Turnaca rufisquaniata Hampson 1910, ré- 
coltées en plantation de palmier à huile durant la pullulation 
(Fig.l), maintenues en élevage au laboratoire, sont nourries 
avec des folioles de palmier à huile badigeonnées à l’aide 
d’une suspension virale purifiée. Cette souche de virus pro- 
vient de larves mortes infectées, récoltées sur la plantation 
Aghien à La Mé, en octobre 1984. 
Techniques de purification du virus 
Les larves infectées sont broyées dans du tampon Tris 
Après filtration sur mousseline, le broyat est clarifié par 
centrifugation à 8OOOg pendant 10 minutes. Le surnageant 
contenant les particules virales est ultracentrifugé à 200000g 
pendant 2 heures à 4°C. Les culots sont repris dans du tam- 
pon Tris (0,05 M) pH 7,8, dispersés par ultrasonification et 
déposés sur gradient de densité de saccharose (15%-45% 
poids/poids) préparé dans du tampon Tris. Ils sont alors ul- 
tracentrifugés à 145000g pendant 2 heures à 4°C. Les virions 
qui sédimentent en une bande absorbant à 260nm, sont pré- 
levés à l’aide d’une pompe péristaltique dilués en tampon 
Tris et les particules virales sont remises au culot par ultra- 
centrifugation à 200000g pendant 2 heures à 4”C, ceci pour 
obtenir une suspension virale purifiée et concentrée. 
La pureté de la suspension et sa concentration sont contro- 
lées en observant son spectre photométrique entre 320 et 220 
nm et en calculant le  rapport des densités optiques 2 260 
nm (maximum) et à 240 nm (minimum) et en effectuant 
une observation en microscopie électronique. 
La pureté de la préparation virale est ensuite estimée en ef- 
fectuant l’observation d’une grille en microscopie électroni- 
que contrastée négativement à l’acétate d’uranyle à 2%, pH 
7,4 ou B l’acide phosphotungstique à 1%, pH 7,O. 
(0,05 M)-SDS (0,002 M) pH 7,8. 
Electrophorese des protéines virales 
Le nombre et la masse moléculaire des protéines virales 
ont été déterminés par électrophorèse en gel de polyacryla- 
mide-SDS à 7 et 9% selon la méthode de Weber et Osbom 
(1969). Le marqueur de  reférence est constitué de 6 pro- 
téines : phosphorylase b (PM : 94000), serum albumine bo- 
vine (PM : 67000), ovalbumine (PM : 43000), anhydrase 
carbonique (PM : 30000), inhibiteur de trypsine (PM : 
20100), lactalbumine (PM : 14200). 
: 
Caractérisation de l’acide nucléique 
La suspension de virus purifié est testCe par la méthode co- 
lorimétrique à l’orcinol de Mejbaum (1939). L‘extraction de 
l’acide nucléique viral se déroule selon Ia technique de  Hilz 
Arciera grisea, is found on oil palm, but always in limited 
numbers. 
No virus has been reported o11 palni leaf-eating Notodon- 
tidae; only one virus has been described in Côte-d’Ivoire on 
Epicerura pergrisea, afiamirepest  (Fediere et  al., 1987). 
111 October 1984 a severe infestation by the larvae of a new 
species of oil palni leaf-eating Lepidoptera Notodoritidae 
occurred at the private Aghien plantation in La Me‘. This 
leaf-eater was then totally eliminated from the plantation 
by Philippe (1986),  using chemical insecticides (Decis 
arid Evisecf) .  
During this outbreak, a natural epiïootic broke out in a 
plot and the diseased and dead caterpillars were collected 
to detect and study the pathogen. 
MATERIALS A N D  METHODS 
Infection method 
Turnaca rufisquamata Hanipson 1910, larvae collected 
from the oil palni plantatiori during the outbreak (Fig.  1 )  
and bred in the laboratory, were fed on oil palni leaflets CO- 
ated with a purified viral suspension. The virus strain came 
f iom dead infected larvae taken from the Aghien plantation 
at La Me‘ in October 1984. 
Virus purification 
The infected larvae were- hqmogeneized in a Tris 
(0.05 M)-SDS (0.002 M )  birffer at  pH 7.8. 
After being filtered through muslin, the homogenata was 
clarified by centrifugation at 8.000 g for  I O  minutes. The SU- 
pernatant containing the viral particles was ultra-cerztrifu- 
ged at 200.000 g for 2 hours at 4°C. The pellets were theri 
resuspended in a Tris (0.05 M )  buffer pH 7.8, ultrasonically 
dispersed and deposited on a sucrose density gradient (15%- 
45% weìghtlweight) prepared in the Tris buffer. They were 
then ultracentrifuged at 145.000 g for 2 hours at 4°C. The 
virus band which absorbed at 260 nm was removed using a 
peristaltic pump, diluted in Tris buffer and the viralparticles 
sediniented by ultracentrifugation at 200.000 g f o r  2 hours 
at 4°C. This led to a concentrated, purified viral suspension. 
The purity and concentration of the suspension were 
checked by spectophotometry between 320 and 220 nm and 
by calculating the optical density ratios at 260 nm (maxi- 
mum) and 240 nni (minimum). The purity of the virus prepa- 
ration was further assessed by observation under the 
electron microscope of a grid negatively contrasted with 2% 
uranyl acetate pH 7.4 or with 1 % phosphotungstic acid 
pH 7.0. 
Electrophoresis of viral proteins 
The number and size of viral proteins were determined by 
electrophoresis in polyaciylamide-SDS gel at 7 and 9% 
using the Weber and Osborn method (1969).The reference 
marker consisted of 6 proteins: b phosphorylase (MW: 
94000)1 bovine serum albiiniiii (MW: 67000), ovalbumin 
(MW: 43000), carbonic anhydrase (MW: 30000), trypsin in- 
hibitor (MW: 20100), lactalbumin (MW: 64200). 
Chara¿terization of nucleic acid 
The purified virus suspension was tested using the orci- 
nol colorimetric method according to Mejbaum (1939).The 
technique developed by Hilz e t  al. (1975)  W Q S  used f o r  
i: - 
1 
Oléagineux, Vol. 47, no 3 - Mars 1992 - 109 
et al. (1975). La taille et le nombre de fragments de I’ARN 
Sont estimés après électrophorèse en conditions dénaturantes 
(Bailey et  Davidson, 1976), dans un gel d’agarose h 1 %, en 
prenant comme référence une échelle de poids moléculaires 
d’ARN, I’ARN du virus de Latoia viridissima (Fédière et al., 
1990) et  I’ARN du Drosophila C virus de Drosophila niela- 
rioguster (Jousset er al., 1977). 
Préparation d’un antiserum sur lapin et techniques 
immunologiques 
Des immunOsCrums anti-virus de T.  rufisquamata sont ob- 
tenus par injection d’une suspension virale purifiée à des la- 
pins, suivant le protocole de Fédière et al., (1990). 
Des parentés ~mmunologiques ont été recherchées entre le 
virus de T. rufisquamata et deux Picornavirus d’insectes : le  
Drosophila c virus et le virus de L.  viridissinia, par immu- 
nodiffusion en gel d’agarose à 1 %. 
viral nucleic acid extracriori. The size aiid nuinber of RNA 
fragnierits were estiinated after electrophoresis under deiza- 
ruling conditions (Bailey and Dasidsori, 1976), in a 1% aga- 
rose gel, using as a reference RNA niolecular weights 
markers, the RNA of the virus of Latoia viridissima (Fediere 
et al., 1990) arid the RNA of the Drosphila C virus of Droso- 
phila melanogaster (Jousset et al., 1977). 
Preparation of an antiserum on rabbit and immunological 
techniques 
T. ru fisquamata anti-virus iiiiniuiioserums were obtained 
by iìijecting rabbits with a purified viral suspension, accor- 
ding to Fediere et al. (1990). 
Immunological similarities were sought between the virus 
of T. ru fisquamata aiid two Picornaviruses of insects: the 
Drosophila C virus aiid the virus of L. viridissima, by ininzu- 
nodiffusiori iii a I % agarose gel. 
FIG.1. - Palmier à huile de la plantation Aghien présentant des fo- 
lioles fortement attaquées par les larves de Turnaca rufisquamafa. - (Oil 
pahi at the Aghien planlotion with leaflets severely attacked by Turnaca ru- 
fisquamata h v a e )  
FIG.2. - Dernier stade larvaire de Turnaca rufisquamafa (gr. nat.). - 
(Turnaca rufisquamatafitlot lor,.ol itzsrar -life size-) 
FIG.3. - Suspension purifiée du Picornavirus de Turnaca rufisquama- 
fa (x 50 000). Examen au microscope electronique après contraste négatif 
des particules àl’acétate d’uranyle à 2 70 - (Purifiedsuspension ofTurnaca 
rufisquamata Picornavirus - x SO OOO-.Exominarion under the electrot1 niicro- 
scope offer negative conrrosiing ofparricks wiih 2% uranyl acerote) 
’. - 
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RESULTS 
Détermination d e  l’espèce défoliatrice 
A partir d’élevages sains des larves du ravageur (Fig. 2), 
des adultes furent obtenus permettant la détermination de 
cette espèce. I1 s’agit de Turnaca rufisquamura, jamais signa- 
lée comme ravageur de culture. 
Observat ion en microscopie électronique 
L’examen au microscope électronique de suspensions 
virales purifiées, contrastées négativement à l’acétate d’ura- 
nyle révèle des virions de forme icosaédrique, non envelop- 
pés mesurant 30 nm de diamètre (Fig. 3). 
Spectre  photométr ique 
Le spectre d’absorption de la suspension virale purifiée, 
obtenue entre 220 et 320 nm est caractéristique des nucléo- 
protéines présentant un maximum à 260 nm et un minimum 
à 240 nm. Le rapport des densités optiques à 260 et 280 nm 
est de 1,83. 
Electrophorèse des protéines virales 
L’analyse des protéines virales par électrophor6se en gel 
de polyacrylamide à 7 et 9 %, montre que le virus est consti- 
tué de 3 polypeptides majeurs, PVI,  PV2 et PV3 dont les 
poids moléculaires sont respectivement 41000, 33000 et 
30000 et d’une protéine mineure, PV4 dont le poids molécu- 
laire est 12000. 
Nature  e t  taille d u  génome viral 
Les particules réagissent positivement à l’orcinol, indi- 
quant la nature ribonucléique de son acide nucléique. L’ana- 
lyse en gel d’agarose de I’ARN par électrophorèse, en 
conditions dénaturantes, montre une seule bande, d’un poids 
moléculaire estimé à 3,l x 106 daltons, soit 9,4 Kb. 
Etude  sérologique 
Les tests sérologiques par double diffusion en gel d’aga- 
rose, en utilisant l’antisérum de lapin préparé contre le virus 
de T.  rufisquamata, révèlent que ce virus ne présente pas de 
parenté immunologique avec le Picornavirus de L. viridissi- 
ma et le Drosophila C virus. 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
Par  la taille des virions, leur composition polypeptidi- 
que et le  type et la taille de  leur génome, l e  virus is016 
chez T.  rufisquaniata s’apparente au groupe des Picornavi- 
rus d’insectes. Les résultats obtenus peuvent être comparés 
à ceux précédement cités pour les Picomavirus décrits chez 
d’autres espèces d’insectes, Bombyx mori (Kawase et al., 
1980), Triatoma infestans (Muscio et al., 1988), D. melano- 
gaster et L. viridissima. 
La forme icosaédrique du virion et son diamètre de 30 nm 
correspondent à une caractéristique des Picornavirus (27 à 
30 nm). 
Le nombre de polypeptides majeurs obtenu (3) est identi- 
que. Le poids moléculaire reste dans la fourchette habituel- 
lement admise. Pour VP1, nous trouvons 41000 daltons alors 
que les poids moléculaires varient de 49000 à 3 1000 daltons. 
Pour VP2,33000 aIors qu‘ils varient de 42000 à30000 dal- 
tons. Pour VP3,30000 alors qu’ils varient de 33000 à 28000 
daltons. Des variations interviennent fréquemment quant au 
nombre de protéines mineures. Ce  nombre varie de O à 2. 
Dans notre cas, nous retrouvons la protéine VP4 d’un poids 
moléculaire de 12000 daltons, en accord avec les différents 
Leaf-eating species deterinination 
The species was determinedfront adults pests rearedfroni 
healthy larvae (Fig. 2 )  as Turnaca rufisquamata, a species 
which had never before been reported as a crop pest. 
Observation under the electron niicroscope 
A n  examination of purified viral suspensions wider the 
electron microscope, negatively contrasted with uranyl ace- 
tate, revealed non enveloped icosahedral vivions, measuring 
30 nm in diameter (Fig. 3). 
Photometric spectruin 
The UV absorption spectruni of the purified viral sus- 
pension between 220 i ~ t n  and320  iiin was characteristic of 
nucleoproteins with a masintuni at 260 nm and a miiiiriiuni 
at 240 nm.The optical density ratio at 260 and 280 iim 
was 1.83. 
Electrophoresis of viral proteins 
An analysis of the viral proteins by electrophoresis in a 7 
and 9% polyacrylamide gel showed that the virus consists of 
3 major polypeptides, VPI I VP2 and VP3, with molecular 
weights of 41.000, 33.000 and 30.000, respectively, and a 
minor protein, VP4, with a molecular weight of 12000. 
Type and size of the viral genome 
The particles reacted positively with orcinol, iiidicatjiig 
the ribonucleic nature of its nucleic acid. An analysis of the 
RNA by electrophoresis in an agarose gel, under denaturing 
conditions, revealed a single batid, with a molecular piteight 
estimated at 3.1 x IO6 daltons, i.e. 9.4 Kb. 
Serological study 
Serological tests by double dgfusion in an agarose gel, 
using rabbit antiserum prepared against the virus of 
T. ru fisquamata revealed that this virus has no serological 
relationship with the Picornavirus of L. viridissima and the 
Drosophila C virus. 
DISCUSSION A N D  CONCLUSION 
B y  the size of the virions, their Polypeptid conipositiori 
and the type and size of their genome, the virus isolated 
f r o m  T. rufisquamata is related to the group of insect Picor- 
naviruses. The results obtained can be compared to those 
previously reported for the Picornaviruses isolated front 
other insect species, Bombyx mori (Kawase et al., 1980), 
Triatoma infestans (Muscio et al., 1988), D. melanogaster 
and L. viridissima. 
. The icosahedral shape of the virion and its 3 0  nnz diame- 
-ter correspond to a Picornavirus characteristic (27 to 
30 nm). 
The number of major polypeptides obtained (3)  was iden- 
tical. The molecular weight remained within the range 
usually accepted. For V P I ,  we found 41000 daltons, whe- 
reas molecular weights vary from 49000 to 31000 daltons. 
For VP2,33000, whereas they vary from 42000 to 30000. 
For VP3, 30000, whereas they vary from 33000 to 28000 
daltons. Variationsfiequeiitly occur for the number of minor 
proteins. This number varies from O :to 2.  In our case, we 
=Y-- - *  
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auteurs qui citent cette dernière entre 8500 et 15000 dal- 
tons. Nous ne retrouvons pas de  protéine VPO, dont le  
poids moléculaire es t  plus élevé car étant le  précurseur 
des protéines VP2 et VP4. Cette absence ne semble pas dé- 
terminante pour l’appartenance au groupe des Picornavirus. 
En effet, de nombreux auteurs citent des exemples de virus 
isolés et classés dans ce groupe comme ne possédant que les 
trois protéines majeures. 
La nature ARN de l’acide nucléique, sa constitution en un 
segment et son poids moléculaire de 3, l  x 1 0 6  daltons, sont 
tout B fait conformes avec les virus précédement cités et dont 
les poids moléculaires des génomes varient entre 2,4 et 3,4 
x 1 0 6  daltons, soit entre 7,3 Kb (Picornavirus de L. viridissi- 
nia), 9 Kb (Drosophila C. virus) et 10,3 Kb (Picornavirus de 
T. iifestaiis). 
L’absence de relation sérologique entre deux autres Picor- 
navirus et le virus isolé chez T. rufisquamata n’est certes pas 
suffisante pour l’exclure du groupe des Picornavirus. I1 est 
en effet très fréquent de ne pas rencontrer de parenté, en rai- 
son de la grande spécificité de ces virus. 
A partir de l’ensemble de ces données, nous proposons de 
classer ce virus de T. rirfisquaniata dans la famille des Picor- 
navi ri dae. 
Le fait d’avoir pu isoler et caractériser ce  virus, présente 
un atout important pour l’avenir. Sa grande virulence et sa 
capacité B déclencher des épizooties naturelles l u i  confère 
un grand intérêt pour son éventuelle utilisation en lutte 
biologique. 
., 
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RESUMEN 
Estudio de un nuevo virus de ARN en Turnaca rufisquamata(lepid6ptero 
.Notodontidae) defoliador de la palma aceitera, en Côte-d'Ivoire. 
G. FEDIERE,  X. LERY,  N. KOUASSI, S.  HERDER,  J.C. VEYRUNES,  D. M A R I A U ,  
Oléagineux, 1992,41,  N"3, p. 107-1 12 
Las larvas de una nueva especie d e  insecto defoliador, Turnucu rufisquaniata (Lepidóptero 
Notodontidae) aparecieron en forma de pululaci611 en la plantación de palma aceitera Aghien 
en La Mi5 (Cóte-d'Ivoire). A través de la iniciación de la epizootia hemos logrado evidenciar 
un entomovirus particularmente patogénico. Este virus se caracteriza por su forma icosaédrica 
y su diametro d e  30 nm. El espectro fotométrico d e  una suspensión viral purificada muestra 
que la relación de las densidades dpticas de 260 y 280 nm es d e  1,83. El estudio electroforético 
de su composici6n polipeptídica muestra que hay 3 proteínas mayores, P V l ,  PV2 y PV3, y 
una proteína menor, PV4, siendo sus pesos moleculares respectivos de 41 .OOO, 33.000,30.000 
y 12.000. E l  genoma viral es formado por un fragmento de ARN cuyo peso molecular se estima 
en 9,4 Kb. Por sus propiedades fisicoquímicas, este virus se emparenta con la familia d e  los 
Picornaviridae. A partir d e  anticuerpos producidos en conejo, se ha logrado demostrar con 
pruebas d e  inmunodifusi6n que este virus es distinto de los otros Picornavirus de insectos. 
Palabras-clave.  - Turnaqua rufisquamaru, Notodontidae, Lepidóptero, virus d e  ARN, Pi- 
* comaviridae, palma aceitera, control biol6gico. 
capacities 
0.5 - 20 tons/h 
